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 I 
摘 要 
维甲酸 X 受体 α（RXRα）是研究抗癌药物的重要靶点之一，其配体 Targretin
已由 FDA 批准用于治疗皮肤癌，目前已知的天然 RXRα 小分子配体非常有限，
因此建立一种新的活性筛选模型从中药及天然产物中快速发现以 RXRα 为活性
靶点的新型小分子配体具有重要意义。 
前期研究发现黄牛木属植物中的氧杂蒽酮类化合物能够抑制 RXRα 的转录
活化功能，其中，CF-31 能够直接与 RXRα 通过疏水性相互作用的方式结合，因
此，本研究以黄牛木属植物黄牛木和红芽木为拟建立活性筛选体系的候选药材，
对其 60%乙醇水提取物经大孔树脂 90%乙醇洗脱馏分（CCC 和 CFC）进行液质
分析，以 CF31 含量为指标，最终选择黄牛木作为模型药材，对 CCC 馏分中的
氧杂蒽酮类化合物进一步富集得到粗馏分 CCC2，用于后续活性筛选，此外，对
靶蛋白 RXRα-LBD 的诱导条件进行了优化，利用优化条件制备了 RXRα-LBD 蛋
白样品，并综合运用 BCA 蛋白浓度测定法、考马斯亮蓝染色法、免疫印迹法、
示差扫描量热法、等温滴定量热检测法对提取的蛋白进行检测和分析。 
利用 SPR 技术研究发现 CCC2与 RXRα-LBD 的结合解离模式是一种慢结合
慢解离的模式，提示 CCC2 可应用于靶向亲和筛选体系， 进而，利用靶向亲和-
液质联用技术，基于配体化合物与靶受体特异性结合的原理，采用亲和超滤结合
液质联用的方法筛选黄牛木粗馏分 CCC2 中可能与 RXRα 特异结合的活性成分，
通过对比分析蛋白组及失活蛋白组的差异，初步筛选出 5 个可能与 RXRα 特异结
合的活性成分，结合质谱数据，初步鉴定均为为简单的氧杂蒽酮类化合物，其是
否与 RXRα 特异性结合，有待进一步确认。 
本筛选模型可高效快速的发现药用植物中靶向 RXRα 的活性成分，可为抗肿
瘤创新药物的研究提供重要依据。 
 
关键词：维甲酸 X 受体 α；药用植物；筛选 
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Abstract 
Retinoid X receptor α (RXRα) has been an ideal drug target for therapeutic 
applications, especially in the treatment of cancer, while its ligand Targretin had been 
approved by the FDA for the treatment of skin cancer. Due to the limited number of 
known natural ligands of RXRα, establishing an approach for rapid screening RXRα 
ligands from medicinal herbs is of great importance.  
Previous studies have suggested that xanthones from Cratoxylum genus could 
inhibit the function of activating transcription of RXRα. Among them, CF31 could 
directly bind with RXRα by hydrophobic interaction. Thus, C. cochinchinensis and C. 
formosum ssp. pruniflorum were chosen as candidate herbs.  Fractions CCC and 
CFC (the 60% ethanol extracts of C. cochinchinensis and C. formosum ssp. 
pruniflorum eluated by 90% EtOH over HP20 macroporous resin) were analysised by 
HPLC-MS. On the basis of the content of CF-31, C. cochinchinensis were eventually 
selected as the model herb. Besides, Fraction CCC2 enriched in Xanthones isolating 
from CCC was used for the following approach establishing. Furthermore, the 
induction conditions of producing the target protein RXRα-LBD were optimized and 
obtained. Synthetical means such as BCA protein measuring kit, coomassie blue 
staining, Western blot, differential scanning calorimetry, isothermal titration 
calorimetry were used for the detection and analyses of the purified protein. 
Based on the SPR technology, the combining and departing pattern of CCC2 and 
RXRα-LBD was in a slow mode, illustrating that CCC2 could be used in target 
affinity screening system. Target affinity-LC/MS based on the specific binding 
between ligand compound and target compound was used in further experiments. 
Active ingredients binding with RXRα specifically were investigated by affinity 
ultrafiltration-LC/MS. Based on the analyzing the differences between the MS results 
of protein and inactivated protein groups, 5 probable active ingredients were picked 
out which might be binded with RXRα. Their structures were initially identified as 
simple xanthones. However, whether these compounds could combine with RXRα or 
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not still need further investigation. 
This screening model can not only help us find the active ingredients targeting 
RXRα from medical plants more efficiently and rapidly, but also provide important 
basis for the development of innovative antitumor drugs. 
 
Key words：RXRα；medicinal herbs；screening 
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第一章 前 言  
1.1 研究背景 
1.1.1 基于靶向亲和原理的中药活性成分筛选方法 
1.1.1.1 中药活性成分筛选方法分类 
目前，研究中药及天然药物中的活性成分方法大体包括三种：天然药物化学
法、计算机虚拟筛选法和化学生物学法[1] ，最常见的发现中药活性成分的方法
仍是源于天然药物化学的研究方法。 
传统的天然药物化学方法[2]利用提取、分离、纯化等技术获取中药单体化合
物，经活性测试后确定其有效成分，主要分为以发现和分离为主的系统分离筛选
法、以活性评价指导化学分离的活性追踪分离法、基于高通量筛选技术的随机筛
选法等。利用传统的天然药物化学方法从天然药物中筛选活性成分不可避免的缺
点是命中率低、仍需进行分离制备工作、盲目性高、比较耗时费力等。系统分离
法要求一步步分离制备直至得到单体化合物，盲目性强，成本高，整个周期漫长，
整体操作繁琐、耗时低效；活性追踪分离[3]一般基于数个药理模型提供的活性指
标的指导，虽然能同步进行化学分离与活性分离，相对系统分离法减少了部分不
必要的分离工作也一定程度的降低了分离的盲目性，但是仍然需要多步进行分离
制备，依然无法避免耗时低效的问题，随机筛选法主要应用于对天然产物库中的
潜在活性成分的筛选[4]。 
计算机虚拟筛选是利用计算机模拟计算的方法，根据已知的活性结构预测能
与之相互作用的配体化合物，主要分为受体结构法和配体结构法，包括基于受体
大分子结构的分子对接和基于小分子配体结构的药效团模拟法（pharmacophore）
和、定量构效关系法（QSAR）以及结构相似性法（similarity method）等[5,6]，主
要起预测和辅助作用，指导对潜在活性成分的筛选，是虚拟筛选的方法。 
化学生物学法[2]是近年兴起的发现活性成分领域的前沿研究方向，借鉴化学
生物学研究思路和运用化学方法及手段筛选活性成分，按原理的不同可以分为基
于靶向亲和原理的受体配体结合法、细胞膜色谱法、生物反应器法等[7,8,9]。 
1.1.1.2 化学生物学法筛选中药活性成分 
化学生物学是一门利用化学的思路和策略从分子水平探索生命及生物医学
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问题的科学。化学生物学的研究对象主要是具有生物活性的物质，如核酸、蛋白
质和多糖等生物大分子，同时涵盖了天然小分子以及合成小分子。 
作为近年新兴的快速发现中药植物中活性成分的方法，它从对生物体的生理
或病理过程具有调控作用的小分子活性物质着手，通过分析其结构找出其在生物
体中的靶分子，并研究这些活性物质与分子的相互作用，进一步釆用化学方法改
造其结构，创造具有某种特异性质的新颖生物活性物质，并探讨其结构与活性关
系和相互作用机制，解释生理或病理过程的发生、发展与调控机制[10]，按照其
原理的不同，主要包括亲和筛选法[11]、细胞膜色谱法[12]、生物反应器法[13]。 
（1）细胞膜色谱法 
细胞膜色谱法是通过将活性组织的细胞膜（人或动物的）固定在某种特定的
载体表面，利用色谱分析原理，研究待测成分与制备好的细胞膜固定相上的细胞
膜以及细胞膜上受体之间的相互作用，主要流程包括：①分离得到人或动物的活
性细胞膜；②在特定载体表面固定化活性细胞膜；③将待测成分通过制备好的细
胞膜色谱柱；④色谱分离；⑤活性验证与结构分析。该法特别适用于膜相关受体。 
 
图 1-1 细胞膜色谱法筛选中药活性成分流程图 
 
目前的报道中运用这个方法对中药提取物进行筛选的靶标主要有小鼠腹腔
巨噬细胞膜受体[14]、A431 细胞的内皮生长因子受体[15]、HEK293 细胞的内皮生
长因子受体-2[16]和血管平滑肌细胞膜受体等[17]。Wang[14]等以小鼠腹腔巨噬细胞
膜受体为固定相从白术和南苍木提取物中筛选得到一个活性成分；Hou[15,17]等分
别以血管平滑肌细胞膜受体、A431 细胞内皮生长因子受体为固定相，从 5 种中
药提取筛选得到 2 个活性物质，从红毛七提取物中筛选得到 2 个活性物质。 
（2）生物反应器法 
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生物反应器法，是一种体外生化反应装置系统，依赖于酶、细胞或其他生物
体本身具有的生物功能，生物反应器筛选中药活性成分示意图如下： 
 
 
图 1-2 生物反应器法筛选中药活性成分流程图 
 
 据文献报道，近年应用生物反应器发现中药活性成分的靶标有：LoVo 细胞，
L-谷氨酸脱氢酶等。Mou等[18]设计了一个以 LoVo 细胞为靶标的三维细胞生物反
应器从毛脉蓼中筛选得到 2 个活性成分；Zhao 等[19]设计了一个以 L-谷氨酸脱氢
酶为靶标的在线酶反应器从中药提取物中筛选得到 3 种活性成分。 
（3）靶向亲和法 
靶向亲和法，即受体-配体结合法，是一类基于靶向亲和原理的筛药方法，
利用靶受体与配体小分子之间特异性结合的原理筛选中药提取物中的活性成分，
配体和受体间的亲和作用就像钥匙与锁的关系，具有高度特异性，特定的配体只
能跟特定的受体相互作用（图 1-3）。 
 
资料来源：陶益，一类基于化学生物学的中药药效成分快速发现方法研究，浙江大学，2014 年 
图 1-3 靶受体与配体特异结合示意图 
 
据文献报道，近年应用靶向亲和法发现中药活性成分的靶标有：人血清白蛋
白[20]、毛细血管紧张素转化酶[21]、多酚氧化酶[22]、α-葡萄糖苷酶[23]等。 
1.1.1.3 基于靶向亲和原理的筛选方法分类及研究现状 
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基于靶向亲和原理筛选中药提取物中的活性物质的主要流程见图 1-4，靶向
亲和法主要是利用特定的靶受体只能与特定的配体小分子产生特异性结合的原
理（图 1-3），利用不同形式的分离材料和方法，如使用适当的介质材料（如能够
通过键合固定蛋白的磁珠、通过螯合固定蛋白的镍树脂小珠子、固定靶标分子的
芯片等）使靶标固定化再将中药提取物与固化的靶标孵育，或者在靶标分子与中
药提取物孵育后通过能截留靶标分子的介质（如超滤管、半透膜等），也可以利
用其他分离手段，使靶分子与活性成分形成的复合物与孵育液中其他的游离杂质
分离，再用适当的条件破坏靶标，使与靶分子结合的配体分子从复合物中解离下
来，然后鉴定解离下来的配体化合物并验证其活性[24]。 
 
图 1-4 靶向亲和法筛选中药活性成分流程图 
 
按分离材料和方法的不同，靶向亲和筛选的方法大致包括凝胶色谱法、亲和
毛细管电泳法、磁珠富集法和亲和超滤法等[1,25]。 
（1）凝胶色谱法 
凝胶色谱法[26,27,28]，即分子排阻色谱法的分离机制基于物理原理的分子筛机
制，根据凝胶的孔径大小和待分离的组分大小之间的相对关系，实现不同分子大
小组分的分离；配体特异性结合到靶标形成的复合物与未结合的小分子通过物理
性质不同而被分离，生物大分子无法进入填料的孔隙而被完全排阻只能从填料粒
子之间通过而较早从色谱柱洗脱出来，配体小分子和靶标分子形成复合物后不能
进入凝胶孔隙而较先被洗脱下来，而与靶标没有亲和性的游离小分子则由于能够
进入填料孔隙较后出来。 
据文献报道，目前运用该方法的靶标主要包括白介素-8 受体[29]、β-唾液酶
[30]、人细胞巨大型病毒水解酶[31]、尿激酶受体[32]等。应用凝胶色谱法发现中药
活性成分的靶标包括丁酰胆碱酯酶[33]、人血清白蛋白[34]、乙酰胆碱酯酶[33]等。
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Wang 等[34] 利用硅胶以人血清白蛋白为靶标，从茵陈蒿提取物中筛选到 5 种活
性成分；Zhou等[33,35] 利用二维涡流色谱以丁酰胆碱酯酶以及乙酰胆碱酯酶为靶
标，从石蒜提取物和贝母生物碱中筛选得到 21 种活性成分。 
（2）亲和毛细管电泳法 
亲和毛细管电泳法的原理是基于不同组分因迁移率不同而分离的原理，配体
分子结合到靶蛋白形成复合物后，在电泳中的移动速度与没有结合的游离小分子
之间产生明显差异而分别在不同时间流出。 
据文献报道，目前运用该方法的靶标主要包括腺苷激酶[36]、己糖激酶[37]、 单
胺氧化酶 B[38]、基质金属蛋白酶[39]、血管紧张素转化酶[21]等。应用毛细血管电
泳法中药筛选的靶标除了血管紧张素转化酶[21]，还有乙酰胆碱酯酶[40,41]等。Tang
等[40,41] 利用毛细管固定乙酰胆碱酯酶从中药中发现了 3 种活性提取物。 
（3）磁珠富集法 
磁珠富集法主要是利用磁珠[42]能以一定的形式（如共价键键合）固定靶蛋
白，再通过固定靶蛋白的磁珠来捕获小分子混合物中的配体，破坏靶标使配体从
靶标与配体形成的复合物上解离下来，然后对配体进行鉴定的方法。 
利用磁珠法筛选富集中药中的活性物质的示意图见图 1-5，主要步骤如下：
①通过共价键把靶蛋白键合到表面带有功能基团的磁珠表面；②将小分子混合物
与固化了靶蛋白的磁珠进行孵育，孵育液中具有亲和力的小分子化合物与靶蛋白
活性位点结合形成复合物，与未结合的游离小分子分离；③通过离心或施加外部
磁场，使游离小分子与捕获了配体的磁珠分离；④选择适当的缓冲液对已形成复
合物的磁珠进行洗脱，洗去吸附在磁珠上的杂质；⑤通过一定手段破坏靶蛋白，
如加入有机溶剂，使捕获的配体化合物从复合物上释放出来；⑥最后将捕获的配
体小分子通过液质联用技术进行鉴定分析。 
 
资料来源：陶益，一类基于化学生物学的中药药效成分快速发现方法研究，浙江大学，2014年 
图 1-5 磁珠富集法筛选中药活性成分流程图 
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